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RESUMO 
 
 
 xiv
A heme oxigenase (HO) é uma enzima envolvida na degradação de grupos heme, levando à 
formação de biliverdina IX, ferro e monóxido de carbono. Em baixas concentrações, esses 
produtos exercem diversos efeitos protetores, inclusive antiapoptóticos, antiinflamatórios, 
antiproliferativos e antitrombóticos, enquanto, em concentrações elevadas, podem resultar 
em hipóxia, comprometimento neurológico, disfunções mitocondriais e hiperbilirrubinemia. 
Neste estudo, investigamos o envolvimento da HO no aumento da permeabilidade vascular, 
na hemorragia e na mionecrose causadas pela peçonha de Bothrops jararacussu. A peçonha 
de B. jararacussu (0,3-3 µg/sítio) aumentou a permeabilidade vascular no dorso de pele de 
camundongos. Este aumento foi inibido pelo zinco deuteroporfirina 2,4-bis-glicol 
(ZnDPBG), um inibidor não seletivo da HO, quando administrado  i.p. (45 e 90 µmol/kg), 
mas não quando i.d. (25-200 nmol/sítio). O co-tratamento com o inibidor do óxido nítrico 
sintase, Nω-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME, 100 nmol/sítio), não potencializou a 
inibição por ZnDPBG. ZnDPBG (45 ou 90 µmol/kg, i.p.) não reduziu a hemorragia na pele 
(3 e 10 µg de peçonha/sítio), mas aumentou esta resposta na dose maior. A peçonha  
(25 µg e 75 µg) aumentou a atividade da HO em músculo gastrocnêmio de camundongos 
em dois momentos – um precoce (nas primeiras horas após o envenenamento – fase de 
lesão aguda) e um tardio (alguns dias após a injeção de peçonha, fase de regeneração 
muscular). Na dose de 75 μg da peçonha, ocorreu aumento da expressão gênica da HO-1, 
entre 3 e 12 horas após o envenenamento, com pouca alteração na expressão da HO-2. As 
alterações histológicas causadas pela peçonha (25 µg e 75 µg) consistiram de três fases: 
fase 1 (até 6 h ou 12 h pós-peçonha – p.p.), caracterizada por hemorragia e mionecrose, fase 
2 (de 12 h a 72 h p.p.), caracterizada por um extenso infiltrado inflamatório e fase 3  
(7-28 dias p.p.), caracterizada por células regenerativas e maior deposição de colágeno ao 
redor destas células. O tratamento com ZnDPBG (90 µmol/kg, i.p.), 15 minutos após a 
injeção da peçonha (75 μg), inibiu parcialmente a mionecrose, diminuindo também os 
níveis de CK nas primeiras horas (1-3 h) pós-peçonha. Estes resultados indicam um 
envolvimento da HO no edema e na mionecrose causadas pela peçonha de B. jararacussu, e 
mostram que a inibição desta atividade com ZnDPBG pode proporcionar alguma proteção 
contra esses efeitos locais.  
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Heme-oxygenase (HO) is an enzyme involved in the degradation of heme groups that 
results in the formation of biliverdin IX, iron and carbon monoxide. At low concentrations, 
these reaction products have anti-apoptotic, anti-inflammatory, anti-proliferative, and anti-
thrombotic activities, whereas at high concentrations they can cause hypoxia, neurological 
damage, mitochondrial dysfunction and hiperbilirrubinemia. In this study, we investigated 
the involvement of HO in the increase in vascular permeability, hemorrhage and 
myonecrosis caused by Bothrops jararacussu snake venom. Bothrops jararacussu venom 
(0.3-3 µg/site) increased the vascular permeability in mouse dorsal skin.  This increase was 
inhibited by zinc deuteroporphyrin 2,4-bis-glycol (ZnDPBG), a non-selective HO inhibitor, 
when administered i.p. (45 and 90 µmol/kg). In contrast, ZnDPBG given i.d.  
(25-200 µmol/site) did not affect the increase in vascular permeability. Co-treatment with 
the nitric oxide synthase inhibitor Nω-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME,  
100 nmol/site) did not potentiate the inhibition by ZnDPBG. ZnDPBG (45 or 90 µmol/kg, 
i.p.) did not reduce the dorsal skin hemorrhage (3 and 10 µg of venom/site), but rather, 
increased this response at the highest dose. Venom (25 and 75µg) increased the HO activity 
of mouse gastrocnemius muscle.  The increase in activity was biphasic and included early 
(first few hours after envenoming, corresponding to acute damage) and late (7-18 days after 
envenoming – muscle regeneration) phases. Enhanced gene expression of HO-1 was seen 
3-12 h after envenomation (75 μg), with little change in HO-2 expression. Histological 
analysis showed that the muscle damage consisted of three phases: phase 1 (up to 6-12 h 
post-venom), characterized mostly by hemorrhage and myonecrosis, phase 2 (12-72 h  
post-venom), characterized by an extensive inflammatory infiltrate, and phase 3 (7-28 days 
post-venom), characterized mainly by regenerative cells and an increase in collagen 
deposition around these cells. Treatment with ZnDPBG (90 µmol/kg, i.p.) 15 min after 
venom (75 µg) injection partially attenuated the myonecrosis and also decreased the 
creatine kinase (CK) levels after 1 and 3 h. Together, these results indicate that HO activity 
is involved in the edema and myonecrosis caused by B. jararacussu venom, and that the 
inhibition of this activity with ZnDPBG provides some protection against these local 
effects.  
 
Abstract 
xvii
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1- INTRODUÇÃO 
 
 
 18
1.1- Heme-oxigenase 
A heme-oxigenase (HO) é uma enzima identificada no final da década de 1960 
(Tenhunen et al., 1968, 1969), e que está envolvida na degradação de grupos heme 
resultando na produção de biliverdina IX, ferro (Fe) e monóxido de carbono (CO), através 
de uma seqüência de reações envolvendo NADPH: citrocomo P-450 redutase e biliverdina 
redutase. A Figura 1 mostra o mecanismo de ação da HO (Dulak e Józkowicz, 2003;  
Ryter et al., 2006; Scott et al., 2007). 
A HO cataliza a primeira e principal reação no esquema na Figura 1 que 
envolve a degradação de heme b (Fe-protoporfirina-IX) para formar a biliverdina-IXα  
(o único isômero da biliverdina produzida por esta via). A reação da HO requer três 
moléculas de O2 para cada molécula de heme oxidada e também utiliza equivalentes 
redutoras oriundas da NADP: citocromo P-450 (citocrômo c) redutase (Ortiz de 
Montellano, 2000; Yoshida e Migita, 2000; Wilks, 2002).  A biliverdina-IXα é, por sua 
vez, convertida em bilirrubina-IXα pela ação de uma redutase NAD(P)H-dependente 
(biliverdina redutase). Na formação de biliverdina, o CO e Fe são liberados como  
co-produtos (Ryter et al., 2006), de modo semelhante à liberação de óxido nítrico (NO) 
durante a metabolização da L-arginina para L-citrulina pela NO sintase  
(Moncada et al., 1991).  
Atualmente, três isoformas de HO são conhecidas: HO-1 (Mr 32 kDa), HO-2 
(Mr 34-36 kDa) e HO-3 (Mr 33 kDa) (Otterbein e Choi, 2000; Ryter et al., 2006;  
Scott et al., 2007), sendo que as principais são HO-1 e HO-2; a HO-3 tem sido detectada no 
rim, fígado, baço e cérebro de ratos (McCoubrey et al., 1997), entretanto sua existência tem 
sido contestada, e sugere-se que a HO-3 representa a expressão de pseudogenes originados 
de transcritos da HO-2 (Hayashi et al., 2004; Loboda et al., 2008). 
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Figura 1- (A) Via de degradação de heme através da ação da HO, mostrando os produtos 
formados (A, B) e suas ações biológicas (em vermelho) (B). A biliverdina e a 
bilirrubina podem funcionar como “scavengers” de espécies reativas de oxigênio. 
BVR = biliverdina redutase, IRP = proteína reguladora de ferro (iron regulatory 
protein) (Fonte: Ryter et al., 2006). 
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A HO-1 tem ampla distribuição pelo organismo, sendo particularmente 
abundante no baço e em órgãos relacionados à degradação de hemácias (fígado e médula 
óssea); também ocorre no endotélio e músculo liso da vasculatura (Ryter et al., 2006) bem 
como em músculo esquelético (Essig et al., 1997; Vesely et al., 1998; Taillé et al., 2001; 
Badhwar et al., 2004; Dungey et al., 2006), onde pode ser expressa de forma  
fibra-dependente (Vesely et al., 1998); neste caso, a HO-1 é expressa predominantemente 
em músculos que contém uma quantidade alta de fibras vermelhas (tipos I e IIA), uma vez 
que os níveis de mRNA desta isoforma estão diretamente correlacionado com a quantidade 
de mioglobina do músculo (Vesely et al., 1999). A HO-1 é induzida por uma grande 
variedade de estímulos como estresse oxidativo, choque cardíaco, metais pesados, 
endotoxina ou lipopolissacarídeo (LPS) bacteriano, hipóxia, óxido nítrico (NO) e o próprio 
substrato heme (Shibahara, 1988; Ryter et al., 2006; Li et al., 2007). Esta isoforma 
participa na defesa contra o estresse oxidativo e está relacionada aos níveis de glutationa de 
tal forma que uma diminuição nos níveis da glutationa resulta em uma forte indução de 
HO-1 e, conseqüentemente proteção celular (Applegate et al., 1991; Lautier et al., 1992; 
Ewing e Maines, 1993).  Além disso, a HO-1 também pode ser induzida por citocinas e 
outros mediadores durante o processo inflamatório, atenuando assim os danos oxidativos e 
a apoptose, diminuindo a migração e adesão de leucócitos e a produção de citocinas 
inflamatórias (Alcaraz et al., 2003). Existem várias condições patológicas nas quais 
também há uma expressão aumentada de HO-1, como aterosclerose, isquemia do 
miocárdio, hipertensão, insuficiência renal aguda, hipóxia, anemia ferropriva, e doença de 
Alzheimer entre outras; nestes casos, acredita-se que a ação da HO-1 é essencialmente 
citoprotetora (Otterbein e Choi, 2000; Abraham e Kappas, 2008). De fato, atualmente, a 
HO-1 está sendo intensamente estudada como possível alvo terapêutico em diversas 
patologias (Ryter et al., 2006; Scott et al., 2007).  
Em condições de hipóxia, a elevação de HO-1 aumenta os níveis de CO, que 
proporciona aumento no diâmetro do capilar dos vasos, beneficiando o suprimento 
sanguíneo do tecido exposto ao stress, podendo aumentar o fluxo de células vermelhas. 
Neste caso, o aumento da atividade de HO-1 pode proporcionar proteção no tecido através 
da ação vasodilatadora de CO associada aos efeitos antioxidativos da biliverdina  
(Kubulus et al., 2004). 
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Ao contrário da HO-1, a HO-2 é constitutiva e é expressa no fígado, músculo 
esquelético, rim, cérebro, intestino, junção neuromuscular, neurônios, células endoteliais, 
músculo liso vascular e não vascular (Kusner et al., 1999; Baum et al., 2000;  
Taillé et al., 2001; Ryter et al., 2006). Nas fibras musculares do músculo esquelético, a 
HO-2 está presente em células satélites, e em fibroblastos, e, assim como a HO-1, esta 
isoforma parece estar expressa em maiores quantidades em fibras do tipo I, possivelmente 
participando na degradação do heme depois de dissociado da mioglobina (função mais 
específica da HO-1) (Baum et al., 2000). A HO-2 tem um papel importante na regulação do 
funcionamento do sistema neuronal, modulando a transmissão neuronal no sistema nervoso 
central, mas também tem funções importantes nos sistemas copulatório, digestivo e 
cardiovascular (Barañano e Snyder, 2001; Ryter et al., 2006).   
Acredita-se que a HO-2 também exerça um papel importante no processo 
inflamatório, uma vez que a ausência desta isoforma resulta em um influxo contínuo de 
células inflamatórias e consequentemente uma exacerbação da injúria celular. Sendo assim, 
a função de HO-1 no processo inflamatório pode depender da atividade de HO-2  
(Seta et al., 2006). Em nível celular, ambas as isoformas estão associadas ao retículo 
endoplasmático, ao núcleo, e à membrana plasmática da célula (Figura 2). Neste último 
caso, há uma co-localização com a proteína caveolina-1 presente nas caveolas na superfície 
da membrana (Kim et al., 2004). 
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Figura 2- Localização celular da HO-1 e HO-2. BVR = biliverdina redutase,  
RER = retículo endoplasmático rugoso, SER = retículo endoplasmático liso 
(Fonte: Ryter et al., 2006). 
 
1.2- Os produtos liberados pela HO 
Os produtos liberados pela ação da HO (biliverdina IX, Fe e CO) em baixas 
concentrações exercem diversos efeitos protetores, inclusive antiapoptóticos, 
antiinflamatórios, antiproliferativos e antitrombóticos, em contrapartida, em concentrações 
elevadas, esses produtos possuem efeitos prejudiciais. Em baixas concentrações, a 
biliverdina e a bilirrubina possuem propriedades antioxidantes e antiinflamatórias, podendo 
modular a expressão das selectinas P e E induzidas por LPS no sistema vascular 
(Vachararajani et al., 2000). Além disso, a biliverdina e bilirrubina também podem remover 
radicais peroxil (função de “scavenger”), inibir a peroxidação lipídica  
(Barañano et al., 2002), a adesão de neutrófilos e a atividade da NADPH oxidase  
(Abraham e Kappas, 2008). Já em concentrações elevadas, é potencialmente tóxica, 
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levando a hiperbilirrubinemia, ocasionando icterícia (principalmente em recém nascidos) e 
comprometimentos neurológicos (Scott et al., 2007). 
O ferro liberado do heme estimula a síntese de ferritina que possui atividades 
antioxidantes e antiinflamatórias (Balla et al., 1992). Esse mecanismo é essencial, pois o 
ferro na sua forma livre é altamente tóxico podendo levar a formação de espécies reativas 
de oxigênio resultando em danos a vários componentes celulares  
(Abraham e Kappas, 2008).  
O CO endógeno pode ter origens heme (86%, de hemácias e hemeproteínas) e 
não-heme (14%, de fotooxidação, peroxidação lipídica e xenobióticos)  
(Vreman et al., 2002; Abraham e Kappas, 2008) e, em baixas concentrações (< 250 p.p.m.) 
exerce diversos efeitos benéficos ao organismo (Ryter et al., 2006; Scott et al., 2007). 
Conforme indicado na Figura 3, esses efeitos protetores são mediados principalmente (1) 
pela ativação da guanilato ciclase solúvel, levando à formação de GMPc, que exerce várias 
ações vasculares, inclusive a regulação do tônus vascular e (2) pela modulação das vias de 
quinases ativadas por mitógenos, podendo inibir a formação de mediadores inflamatórios 
como citocinas  (Brouard et al., 2000; Otterbein et al., 2000; Ryter et al., 2006). Além da 
sua capacidade de modular a proliferação celular, o relaxamento vascular, o processo 
inflamatório, e as vias MAP-cinases, o CO também ativa canais de K+ (promovendo 
relaxamento dos vasos) e modula a expressão do fator de crescimento derivado do endotéio 
(VEGF), que estimula a angiogênese (Dulak e Józkowicz, 2003; Loboda et al., 2008).  
A Figura 4 também mostra as ações protetoras do CO e dos pigmentos da bile, 
biliverdina e bilirrubina, em diferentes tipos de células e as patologias que são beneficiadas 
com a presença destas substâncias.      
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Figura 3- Ações protetoras do CO derivado da degradação do heme (Fontes: A - Abraham 
e Kappas, 2008; B - Ryter et al., 2006). COX: ciclooxigenase, CYP 450: 
citocromo P450, VSMC: célula de músculo vascular liso, (+): estimulação,  
(-): inibição. 
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Figura 4- Ações protetoras do CO e dos pigmentos da bile (biliverdina e bilirrubina).  
BR = bilirrubina, BV = biliverdina redutase. (Fonte: Scott et al., 2007).  
 
No entanto, concentrações elevadas nos níveis de CO podem estimular a 
geração de radicais livres em mitocôndrias (Zhang et al., 2002) e levar à formação de 
carboxihemoglobina, reduzindo o transporte de O2 para os tecidos, resultando assim em 
hipóxia ou anóxia (Kourembanas, 2002; Scott et al., 2007; Piantadosi et al., 2008) como 
demonstra a figura 5. Algumas hemoproteínas como mioglobina, catalase, citocromo P 450 
podem ser influenciadas  pela ação do monóxido de carbono que inibe a atividade catalítica 
desses componentes, resultando em um estresse oxidativo no endotélio e em outros tipos de  
células (Piantadosi, 2002). O CO também pode induzir a geração de peróxido de hidrogênio 
através da estimulação da expressão de manganês superóxido dismutase (MnSOD)  
(Dulak e Józkowicz, 2003).  
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Figura 5- Efeitos benéficos e tóxicos do CO e da bilirrubina de acordo com a concentração 
(Fonte: Scott et al., 2007).  
 
O CO partilha muitas propriedades fisiológicas com o óxido nítrico (NO) 
(Poulos, 2005). Estão envolvidos na modulação e transmissão neuronal, no controle do 
tônus vascular e na inibição da agregação plaquetária (Moncada et al., 1991;  
Ryter et al., 2006). Tanto o CO como o NO são vasodilatadores, sendo este efeito mediado 
pela ativação da guanilato ciclase solúvel (GCs), aumentando cGMP, um segundo 
mensageiro envolvido na regulação de funções celulares e do tônus vascular  
(Kubulus et al., 2004). A ativação da GCs pelo CO é mais fraca (30 a 100 vezes) que a do 
NO e o CO pode competir com o NO na ativação da GCs em situações que o NO é o 
regulador dominante (Ryter et al., 2004). O NO e o CO também promovem relaxamento 
dos vasos através de canais de K, sendo que o CO atua na subunidade α e o NO na 
subunidade β (Abraham e Kappas, 2008). Assim como o NO, o CO inibe a agregação 
plaquetária através da ativação da GCs e geração de GMPc, diminuindo a concentração de 
cálcio intraplaquetário (Morse e Choi, 2002).  
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A combinação de concentrações elevadas de monóxido de carbono e óxido 
nítrico pode provocar disfunções mitocondriais levando a formação de espécies reativas de 
oxigênio e consequentemente a peroxidação lipídica (Dulak e Józkowicz, 2003). 
 
1.3- Dano local causado por peçonhas botrópicas 
O envenenamento botrópico resulta em ações locais e sistêmicas. As ações 
locais incluem dor, edema, hemorragia e necrose (Gutiérrez e Lomonte, 2003;  
Teixeira et al., 2003), enquanto as ações sistêmicas consistem, principalmente, em 
distúrbios de coagulação, hemorragia interna (que leva à hipovolemia e choque) e 
insuficiência renal aguda (IRA) (Rosenfeld, 1971; Fan e Cardoso, 1995;  
Russell et al., 1997; França e Málaque, 2003). Tanto os efeitos locais como os sistêmicos 
resultam da ação concomitante de fosfolipases A2 (PLA2) (Gutiérrez e Lomonte, 1995, 
2003; Gutiérrez e Ownby, 2003; Lomonte et al., 2003; Teixeira et al., 2003), 
metaloproteinases (Gutiérrez e Rucavado, 2000; Gutiérrez et al., 2005) e outras enzimas 
hidrolíticas presentes nestas peçonhas (Aird, 2002), as quais induzem a liberação de uma 
variedade de mediadores endógenos (peptídeos como a bradicinina, aminas biogênicas 
como a histamina e serotonina, e metabólitos do ácido araquidônico, como as 
prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos). 
 
1.3.1- Hemorragia e hemorraginas 
A hemorragia local é uma das manifestações mais freqüentes do 
envenenamento botrópico e é mediado por metaloproteinases hemorrágicas ou 
hemorraginas (Gutiérrez e Lomonte, 2003; Gutiérrez et al., 2005). As metaloproteinases 
são enzimas dependentes de zinco, com massa molecular variando de 15 a 100 kDa, sendo 
classificadas atualmente em quatro  grupos principais, com vários subgrupos  
(Fox e Serrano, 2005). Além de serem responsáveis pela hemorragia, também estão 
envolvidas em alterações patológicas como mionecrose local, danos na pele, edema e outras 
reações associadas com a inflamação (Gutiérrez e Rucavado 2000; Gutiérrez et al., 2005).  
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As metaloproteinases exercem seu efeito hemorrágico principalmente através 
de sua ação proteolítica, rompendo a integridade da parede vascular através da degradação 
dos componentes protéicos da membrana basal, como laminina, fibronectina e colágeno 
tipo ІV (Baramova et al., 1991; Maryuama et al., 1992; Rucavado et al., 1995;  
Gutiérrez e Rucavado, 2000). Esta ação ocorre principalmente na microvasculatura 
(capilares e vênulas pós-capilares), geralmente sem envolvimento de vasos de maior calibre 
(Gutiérrez e Rucavado, 2000; Gutiérrez et al., 2005).  
A hemorragia induzida por metaloproteinases pode ocorrer através de dois 
mecanismos, sendo estes denominados per rexis caracterizado por alterações drásticas nas 
células endoteliais, com formação de fendas (gaps) por onde ocorre o extravasamento de 
hemácias, ou por diapedese, que é a saída dos eritrócitos através das junções intercelulares 
dilatadas (Gutiérrez et al., 2005). 
 
1.3.2- Edema 
A atividade edematizante das peçonhas é muito potente, podendo induzir um 
aumento significativo do peso ou no volume do membro afetado (Trebien et al., 1989;  
Tan et al., 1990; Lomonte et al., 1993; Chaves et al., 1995). O edema pode alcançar seu 
pico de 15 min a 30 min após inoculação da peçonha (Trebien et al., 1989;  
Lomonte et al., 1993; Soares de Moura et al., 1998). 
Ao aumento da permeabilidade microvascular causado pela peçonha, pode-se 
agregar o extravasamento de sangue devido à ação destruidora das hemorraginas sobre a 
microvasculatura (vide supra). Esta combinação de edema e hemorragia é dependente da 
dose injetada, sendo que doses baixas de peçonha induzem edema sem hemorragia 
enquanto doses maiores produzem ambos os efeitos (Lomonte et al., 2003).   
Os componentes responsáveis pela ação edematogênica das peçonhas são de 
natureza bioquímica muito variada e incluem aminas biogênicas (especialmente histamina e 
serotonina) peptídeos e proteínas como a fosfolipase A2 (PLA2), esterases, proteases, 
enzimas liberadoras de cininas e lectinas (Lomonte et al., 1990; Landucci et al., 2000).  
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A ação fosfolipásica é importante na formação de edema (Gutiérrez e Lomonte, 2003; 
Lomonte et al., 2003; Teixeira et al., 2003). Embora a atividade catalítica da PLA2 
contribui para a formação do edema, esta atividade não é considerada essencial para que 
isso ocorra (Díaz et al., 1992; Landucci et al., 2000; Kanashiro et al., 2002).  
 
1.3.3- Mionecrose e miotoxinas 
A mionecrose é um fenômeno bastante comum no envenenamento botrópico. 
Pode ocorrer concomitantemente com a hemorragia, porém se estende por uma escala de 
tempo maior, sendo responsável pelo dano extenso observado em casos clínicos, e 
freqüentemente resulta em seqüelas permanentes, podendo implicar na perda de função 
permanente ou até mesmo na amputação do membro (França e Málaque, 2003). 
A mionecrose induzida por peçonhas botrópicas tem dois mecanismos 
fundamentais: 1) uma ação direta de miotoxinas sobre as células musculares, originando 
lesão celular irreversível (Gutiérrez e Ownby, 2003), e 2) isquemia desencadeada no tecido 
muscular como conseqüência do sangramento (devido a lesões na parede vascular), 
distúrbios de coagulação, reações inflamatórias, e síndrome compartimental (levando à 
compressão tissular) (Rosenfeld, 1971; Watt, 1989; Fan e Cardoso, 1995;  
Russell et al., 1997; França e Málaque, 2003).  
As miotoxinas botrópicas são geralmente básicas, com massa molecular de ~15 
kDa e têm estrutura fosfolipásica, podendo possuir ou não alta atividade enzimática 
(miotoxinas PLA2 do tipo Asp49 e Lys49, respectivamente) (Gutiérrez e Lomonte, 1995; 
Gutiérrez e Ownby, 2003; Lomonte et al., 2003). Estas toxinas atuam principalmente na 
membrana plasmática, onde causam lesões “delta”, o que leva as alterações intracelulares 
tais como hipercontração dos miofilamentos musculares e alterações mitocondriais  
(ruptura das membranas e formação de densidades floculentas). Os núcleos têm aspecto 
picnótico e as membranas intracelulares (retículo sarcoplasmático e túbulos T) formam 
múltiplas vesículas no citosol. Após algumas horas, ocorre também infiltrado de células 
inflamatórias (podendo alcançar seu pico entre 6 e 72 horas) composto de leucócitos 
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polimorfonucleares (principalmente neutrófilos) e macrófagos (Gutiérrez et al., 1984a, 
1989, 1990, 1991), que são responsáveis pela remoção do tecido necrótico. Boa parte dos 
efeitos intracelulares das PLA2 miotóxicas é devido à uma desregulação do fluxo iônico nas 
células, principalmente de cálcio (Brusés et al., 1993; Gutiérrez e Lomonte, 1995), cujo 
aumento intracelular pode levar à ativação de proteases dependentes de cálcio e PLA2 
intracelulares. A ativação de proteases citosólicas é responsável pela degradação e perda de 
diversas proteínas musculares estruturais, promovendo a desestabilização do aparelho 
contráctil e perda das linhas Z, e das bandas A e I (Gutiérrez et al., 1984a, 1990; Harris e 
Cullen, 1990; Harris, 2003).  
 
1.3.4- Regeneração muscular  
A lesão muscular induzida por hemorraginas e miotoxinas é freqüentemente 
seguida por uma regeneração tecidual que pode levar dias a semanas para se completar 
(Gutiérrez e Ownby, 2003; Harris, 2003). A ativação de células satélites, definida como 
células miogênicas localizadas entre a membrana plasmática e a lâmina basal de fibras 
musculares adultas (Allbrook, 1981; Grounds, 1991; Harris, 2003, Gutiérrez e Rucavado, 
2000), é fundamental para o processo de regeneração muscular (Harris et al., 2003; Santo 
Neto et al., 2006). Durante o processo degenerativo, essas células são ativadas, se 
proliferam e diferenciam em mioblastos, os quais se fundem em miotubos para formar 
novas fibras musculares multinucleadas (Chargé e Rudnicki, 2004; Tidball, 2005).  
Após a necrose muscular induzida pela injeção de frações miotóxicas de 
peçonhas botrópicas, há progressiva regeneração muscular, com abundantes células que 
apresentam núcleos centralizados, aspecto típico de células musculares regenerativas 
(Gutiérrez et al., 1984b, 1989, 1991; Ulman e Oldfors 1991). No entanto, quando se utiliza 
peçonhas brutas a regeneração muscular é apenas parcial e incompleta, observando-se o 
aparecimento de fibrose e células regenerativas de tamanho reduzido (Queiróz et al., 1984; 
Arce et al., 1991, Gutiérrez et al., 1995), isso porque, a peçonha bruta, mediante suas 
hemorraginas, leva à necrose dos vasos da microcirculação, impedindo a adequada 
regeneração muscular devido à isquemia (Gutiérrez e Lomonte, 1995, 2003).  
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Apesar das células satélites apresentarem-se resistentes a ação da fosfolipase A2 
presente  em peçonhas (Harris, 2003), sua ativação depende de vários fatores miogênicos 
que podem ser secretados pelos macrófagos (que são dependentes da presença de 
neutrófilos) (Cantini et al., 2002), portanto, para o recrutamento dessas células 
inflamatórias é necessária a preservação da microcirculação local. Acredita-se que a 
preservação do leito vascular, dos fascículos nervosos motores e da membrana basal dos 
miócitos, no caso da lesão produzida pelas miotoxinas purificadas, torne possível a 
completa regeneração muscular (Allbrook, 1981; Grounds, 1991).  
A administração de L-arginina (precursor do NO) auxilia o processo de 
regeneração muscular depois do envenenamento por Bothrops jararacussu por estimular a 
ativação de células satélites mesmo na ausência da microcirculação local. Este fato sugere 
que ativadores farmacológicos do NO poderão ser utilizados no tratamento da perda de 
massa muscular causada pelo envenenamento por esta serpente (Santo Neto et al., 2006).  
 
1.4- Bothrops jararacussu 
A Bothrops jararacussu é encontrada no Brasil, Bolívia, Paraguai e Argentina 
(Campbell e Lamar, 2004) e é conhecida pela elevada quantidade de peçonha que produz 
(Rosenfeld, 1971). A peçonha de B. jararacussu tem alta atividade hemorrágica e 
miotóxica (Ferreira et al., 1992), causando mionecrose (Queiróz et al., 1984) e liberação de 
creatinoquinase (Gutiérrez et al., 1991), efeitos estes que também são vistos em humanos 
envenenados por esta espécie (Milani et al., 1997). Em animais experimentais, a 
regeneração muscular após a inoculação desta peçonha é incompleta, com evidente perda 
de função e de massa muscular, advindo possivelmente do extenso dano vascular causado 
(Queiróz et al., 1984; Gutiérrez et al., 1991; Santo Neto e Marques, 2005), porém a causa 
desta deficiência na regeneração ainda não foi esclarecida (Santo Neto et al., 2004). A 
mionecrose causada por B. jararacussu está relacionada à ação de duas miotoxinas 
principalmente, a bothropstoxin-I (Lys49) (Cintra et al., 1993) e a bothropstoxin-II (Asp49) 
(Homsi-Brandeburgo et al., 1988). Ambas possuem estrutura PLA2, sendo que a primeira é 
desprovida de atividade fosfolipásica (Rodigues-Simioni et al., 1995) e a segunda apresenta 
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uma baixa atividade (Homsi-Brandeburgo et al., 1988). Além destas, não se pode descartar 
a ação concomitante de metaloproteinases (Mazzi et al., 2004) e outros componentes da 
peçonha, tanto na ação necrótica quanto na regeneração muscular incompleta.  
O papel modulador da HO neste dano ainda não foi investigado. Considerando 
que a heme-oxigenase é uma enzima envolvida na degradação de grupos heme, levando à 
formação de biliverdina IX, ferro e monóxido de carbono (CO) e que, em baixas 
concentrações, esses produtos exercem diversos efeitos protetores, enquanto, em 
concentrações elevadas, podem resultar em efeitos prejudiciais, o estudo da participação 
desta enzima nos efeitos locais da peçonha de B. jararacussu é relevante para o melhor 
entendimento das ações desta peçonha. 
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Este estudo teve por objetivos: 
1. Investigar o envolvimento da HO na permeabilidade vascular, na hemorragia 
e na mionecrose causadas pela peçonha de B. jararacussu.  
 
2. Investigar a influência da inibição da HO sobre as alterações bioquímicas e 
morfológicas causadas pela peçonha B. jararacussu. 
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3.1- Reagentes e peçonha 
Os reagentes para os ensaios bioquímicos, expressão, biológicos e a análise 
histológica foram obtidos da Sigma (St. Louis, MO, EUA), Calbiochem (La Jolla, CA, 
EUA), Invitrogen (Carlsbad, CA, USA), Leica (Nussloch, Alemanha) e fornecedores locais. 
O inibidor não-seletivo da HO, zinco deuteroporfirina 2,4-bis-glicol (ZnDPBG), foi obtido 
da Frontier Scientific – Porphyrin Products (Logan, UT, EUA). 
A peçonha liofilizada de B. jararacussu, extraída de exemplares adultos de 
ambos os sexos, foi obtida do Centro de Extração de Toxinas Animais  
(CETA, Morungaba, SP) e estocada a -20ºC (lotes 04/06 e 06/06).  
 
3.2- Animais 
Camundongos machos Swiss (18-30 g) obtidos do Centro Multidisciplinar de 
Investigação Biológica (CEMIB-UNICAMP) foram mantidos à 22oC em gaiolas plásticas 
(5/gaiola) sob ciclo de luz/escuro de 12 h com acesso livre à água e ração (Nuvital®). Os 
protocolos experimentais foram aprovados pela Comissão de Ética em Experimentação 
Animal (CEEA) do Instituto de Biologia da UNICAMP (protocolo no 1050-1), e realizados 
de acordo com as recomendações éticas gerais do Colégio Brasileiro para Experimentação 
Animal (COBEA).  
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4.1- Permeabilidade vascular 
Camundongos foram anestesiados com uretano (2,3 g/kg, i.p.) e, uma vez 
atingido um nível de anestesia adequado (determinado pela perda de reflexos pedal e 
córneo) receberam 125I-albumina humana (1,5 uCi, i.v., via uma veia caudal) diluída em 
NaCl 0,9%. Em seguida, a superfície dorsal foi depilada e diferentes quantidades de 
peçonha (dissolvida em Tyrode) ou solução Tyrode nos sítios controles foram injetadas 
(volume fixo de 50 µL/sítio) usando um esquema de seleção aleatória para os sítios de 
injeção. Trinta minutos após a injeção da peçonha ou solução Tyrode, 0,5 mL de sangue 
foram coletados e centrifugados em 10,000 x g durante 4 min para separação do plasma. 
Em seguida, uma alíquota de 100 µL foi removida para a determinação da quantidade de 
albumina circulante. Após o sacrifício dos camundongos por deslocamento cervical, os 
sítios de pele injetados com peçonha ou solução Tyrode foram recortados, pesados e os 
níveis de radioatividade determinados num contador de radiação gama. A quantidade de 
extravasamento protéico foi expresso em microlitros (µL) de plasma extravasado baseado 
na radioatividade detectada na amostra de sangue. A formação do edema foi avaliada pela 
quantidade extravascular de 125I-albumina presente na pele comparada com a do plasma 
(Cao et al., 2001; Costa et al., 2006a,b). 
 
4.2- Atividade hemorrágica  
Camundongos foram anestesiados levemente com halotano e a superfície dorsal 
foi depilada. Em seguida, quantidades variadas de peçonha diluída em NaCl 0,9% (ou 
somente salina, sem peçonha, nos controles) foram injetadas intradermicamente (i.d.) 
(volume fixo de 50 μL/sítio). Após 2 h, os camundongos foram mortos com overdose de 
anestésico (halotano), a pele do dorso foi removida e o diâmetro do halo hemorrágico na 
face interna da pele foi medido (em mm). A dose hemorrágica mínima (DHM) foi definida 
como a menor quantidade de peçonha (µg) capaz de produzir um halo hemorrágico de  
10 mm de diâmetro (baseado na média de dois diâmetros perpendiculares)  
(Theakston e Reid, 1983; Ferreira et al., 1992).  
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4.3- Mionecrose 
A peçonha de B. jararacussu foi injetada no músculo gastrocnêmio esquerdo de 
camundongos nas doses de 25 µg e 75 µg (50 µL), seguido por sacrifício 1, 3, 6, 12, 24, 48, 
72 h e 7, 14, 21 e 28 dias após a injeção. O músculo contralateral (direito: não injetado) 
também foi analisado. Os camundongos controles receberam o mesmo volume de salina 
tamponado com fosfato 50 mM (PBS) ao invés de peçonha. A dose de 75 μg, nos intervalos 
1, 3, 6, 12 e 24 h foi avaliada na presença do inibidor da HO. Após o sacrifício com 
overdose de anestésico (halotano), os músculos foram dissecados e processados para 
determinação da atividade enzimática ou histológica. O músculo dissecado para a atividade 
enzimática foi imediatamente congelado em nitrogênio líquido e armazenado em biofreezer 
a -80ºC. Para a análise histológica, o músculo dissecado foi colocado imediatamente em 
fixador (paraformaldeído 4%) e processado conforme descrito abaixo. 
 
4.3.1- Creatinoquinase (CK)  
Os níveis de CK plasmáticos foram determinados em amostras de sangue 
coletadas nos intervalos de sacrifício dos camundongos indicados acima. O sangue foi 
coletado pela veia caudal em tubos capilares heparinizados e centrifugados durante 5 min. 
A atividade de CK foi determinada a partir de kits comerciais (Bioclim, Belo Horizonte, 
MG, Brasil). A leitura foi feita em um leitor microplacas SpectraMax 340 no comprimento 
de onda de 340 nm. Os resultados foram expressos em unidades de CK por litro (U/L), em 
que uma unidade corresponde à fosforilação de 1 nmol de creatina por minuto, a 37 º C. 
 
4.3.2- Atividade HO 
A atividade da HO (atividade total) em homogenatos de músculo foi 
determinada pela formação de bilirrubina. Os músculos foram homogenizados em tampão 
fosfato de potássio 0,1 M, pH 7,4, 0,15M NaCl (KPBS) e centrifugados a 18,000 x g por  
15 min. O sobrenadante foi usado para correr o ensaio. A solução da reação continha 
(volume final de 500 µL) 0,1 M de KPBS pH 7,4, 350 µg de proteína do músculo, 25 µM 
de hemin, 1,5 mg de citosol de fígado de rato/ml (fonte de biliverdina redutase) e 0,4 mM 
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de NADPH (para iniciar a reação) (igual volume de KPBS foi adicionado ao branco no 
lugar de NADPH). As amostras foram colocadas em um banho sob agitação à 37ºC, 
protegidas da luz, durante 30 minutos. A reação foi interrompida colocando as amostras no 
gelo. A quantidade de bilirrubina produzida foi avaliada em 464 nm em um 
espectrofotômetro (Beckman Coulter DU 800) usando um coeficiente de extinção molar de 
40 mM-1 cm-2. A atividade foi expressa em picomoles de bilirrubina formada por miligrama 
de proteína por hora (Foresti et al., 1999; Badhwar et al., 2004; Xia et al., 2004). 
Diluição do hemin: A solução de hemin 250 µM foi preparada imediatamente 
antes de ser usada (protegida da luz), sendo diluída em solução de NaOH 0,02 M 
(dissolvida em vórtex): KPBS 0,1 M  pH 7,4 (1:10, v/v, respectivamente) (Yet et al., 2002).  
Obtenção da biliverdina redutase: O fígado de rato foi perfundido com tampão 
KPBS 0,1 M pH 7,4 e aproximadamente 8 g deste tecido foi transferido para um tubo 
contendo 16 ml de tampão Tris-HCl  pH 7,2, NaCl 0,15 M, DTT 1 mM e EDTA 1 mM. O 
material foi homogenizado e centrifugado a 10,000 x g à 4ºC durante 15 min. O 
sobrenadante foi filtrado e centrifugado novamente, sendo depois coletado e então 
centrifugado em 105,000 x g à 4ºC durante 1 h. O sobrenadante (citosol) foi então usado 
como fonte de biliverdina redutase (Yet et al., 2002). Esse procedimento foi realizado a 
cada ensaio enzimático, visto que a biliverdina redutase perde a sua atividade depois de 
congelada. 
As condições ideais para o ensaio da atividade da HO (descrito acima) foram 
padronizadas em experimentos preliminares. A atividade observada foi linear até uma 
concentração de 500 µg de proteína de extrato de músculo gastrocnêmio. Para os ensaios 
rotineiros, foi usada a concentração de extrato de 350 µg/mL. Esta concentração foi 
escolhida para permitir eventuais reduções na atividade após tratamento dos músculos com 
peçonha. Também foi avaliada a quantidade de citosol hepático como fonte de biliverdina 
redutase, havendo uma relação linear entre a atividade da HO e a quantidade de citosol 
usada. Para os ensaios rotineiros, foi escolhida a concentração de 1,5 mg de proteína 
citosólica/mL (faixa  semelhante  a  outros  estudos  da  literatura). Finalmente, foi avaliada 
a influência do tempo de incubação.  O intervalo ideal foi de 30 min já que depois deste 
tempo houve ligeira redução na atividade observada. 
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4.3.3- Avaliação da expressão gênica da HO-1 e HO-2: PCR em tempo real  
Reação em cadeia de polimerase (PCR) é um método de amplificação  
(criação de múltiplas cópias) de DNA (ácido desoxirribonucléico). O PCR em tempo real 
consiste em detectar e quantificar a amplificação de DNA, sem a necessidade de realizar 
purificação e análises adicionais.  
Extração de RNA 
Para obtenção do RNA do músculo gastrocnêmio de camundongos injetado 
com 75 µg da peçonha de B. jararacussu foi utilizado o método de extração com o reagente 
Trizol (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) de acordo com as instruções do 
fabricante.  
 
Síntese de DNA complementar (cDNA) 
As amostras de RNA obtidas foram submetidas à síntese de DNA 
complementar (cDNA) utilizando-se o kit Superscript III RTTM (Invitrogen).  
 
Verificação da síntese de DNA complementar 
A verificação da síntese de cDNA foi feita através de PCR para amplificação do 
gene  GAPDH. As reações continham: 5,0 μL de 10x PCR buffer (20 mM Tris-HCl,  
500 mM KCl), 1,5 μL de 50 mM MgCl2, 1,0 μL de 10 mM dNTPs, 1,0 μL de 10 mM de 
primer GAPDH-F, 1,0 μL de 10 mM de primer GAPDH-R, 1,0 μL de Taq DNA 
polimerase, 1,0 μL de cDNA e 39,5 μL de água, para um volume final de 50 μL. O 
programa foi iniciado por 2 min a 94ºC, seguido de 35 ciclos: 94ºC/30 seg, 58ºC/45 seg e 
72ºC/40 seg, sendo finalizado por 72ºC/7 min. Os produtos foram submetidos à eletroforese 
em gel de agarose a 1% para verificação da qualidade do cDNA. 
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Desenho dos primers 
Os primers utilizados nas reações foram desenhados através de consulta do site 
www.invitrogen.com e uso do software “Primer Express” (Applied Biosystems), e 
analisados no programa Blast (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) para verificação das condições 
de formação de estruturas como hairpins e dímeros. Os primers utilizados neste estudo 
estão listados na tabela 1. 
Tabela 1- Seqüências dos primers utilizados na amplificação dos genes estudados através 
de PCR quantitativo em tempo real. HMOX-1, HMOX-2: genes da HO-1 e HO-
2. F- frente, R- reverso. 
Gene 
Seqüência do primer 
5´→ 3´ 
HMOX-1 
(F)HMOX-1 (R) 
CAGGTGTCCAGAGAAGGCTTT 
GTGGGGCATAGACTGGGTTC 
HMOX-2 (F) 
HMOX-2 (R) 
ATGCCTTGGACCTGAATTTG 
CTAGCATGGAGCCAGCCTG 
GAPDH (F) 
GAPDH (R) 
TGCACCACCAACTGCTTA 
GGATGCAGGGATGATGTTC 
β-actina (F) 
β-actina (R) 
CCTGCCAAGTATGATGACATCAA 
AGCCCAGGATGCCCTTTAGT 
 
PCR quantitativo em tempo teal  
A técnica consiste no monitoramento óptico da fluorescência emitida durante a 
reação de PCR (Higuchi et al., 1993), através da ligação de uma sonda específica ou uma 
molécula intercalante de DNA na fita recém sintetizada. As reações, feitas sempre em 
duplicata, foram realizadas utilizando o reagente SYBRGreen PCR Master Mix® 
(Invitrogen) que, além de conter todos os reagentes necessários para PCR (dNTPs, MgCL2, 
tampão, Taq Ampli-Gold), contém o corante SYBRGreen, componente intercalante de 
dupla fita necessário para a detecção da reação ciclo a ciclo. A detecção de amplificação em 
tempo real foi realizada no equipamento ABI 5700 Sequence Detector System®  
(Applied Biosystems) em gráficos de fluorescência versus número de ciclos. O ciclo no 
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qual se detecta fluorescência acima do limite basal estabelecido (threshold) é denominado 
ciclo de threshold ou Ct. Quanto maior a expressão de um gene, ou seja, quanto maior o 
numero de cópias no início da reação, mais precocemente ocorre a amplificação e, 
conseqüentemente, menor é o Ct. As reações continham 6 μL do reagente SYBRGreen 
PCR Master Mix®, 5 ng de amostra de cDNA e a concentração ótima de primer 
determinada :300 nM (HMOX-1 e HMOX-2) e 150 nM (β actina e GAPDH), perfazendo 
um volume final de 12 μL.  As reações foram preparadas em placas de 96 poços (Sorenson, 
BioScience Inc) com tampas plásticas que permitem a passagem de luz. O programa foi 
iniciado por 95ºC/10 min, seguido de 45 ciclos de 95ºC/15 seg e 60ºC/1 min. O gráfico 
resultante permite verificar se há um ou mais produtos de PCR presentes em cada reação, 
devido a diferenças de melting temperature (TM) entre os produtos de PCR amplificados; 
essa diferença é causada pelo número e composição de bases de cada produto. 
 
Análise dos dados do PCR em tempo real 
A expressão dos genes de interesse foi determinada de uma forma relativa, 
sendo normalizados com relação a genes chamados calibradores; neste estudo foram 
utilizados a β-actina e o GAPDH, que são genes cuja expressão é dita constitutiva, ou seja, 
apresentam pouca variação em diversas condições. No entanto, alguns trabalhos vêm 
demonstrando que a expressão desses genes pode variar consideravelmente 
(Vandesompele, 2002).  
Dos valores de Ct obtidos, foi calculada a média aritmética das duplicatas do 
Ct. A seguir foi obtida a quantidade de expressão (Q), por meio da fórmula Q = E∆Ct, onde 
E = eficiência da reação e o ∆Ct = menor Ct observado – Ct da amostra. Desta forma, a 
expressão foi relacionada à amostra que apresentou maior expressão (menor Ct observado), 
que recebeu valor Q = 1. Os valores de Q dos genes calibradores de cada amostra foram 
submetidos ao programa Gnorm (Vandesompele, 2002), que calculou a média geométrica 
entre eles, valor este denominado fator de normalização da amostra. A expressão 
normalizada de um dado gene de interesse em uma determinada amostra foi dada pela razão 
entre o valor Q do gene de interesse da amostra e o fator de normalização da amostra. Os 
resultados foram expressos em unidades arbitrárias de expressão. 
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4.3.4- Análise histológica 
O tecido muscular foi fixado em paraformaldeído 4% (preparado em tampão 
fosfato 0,1 M, pH 7,4) durante 12 h e processado para microscopia de luz. Para 
desidratação dos fragmentos do tecido, foram utilizados gradientes crescentes de álcoois 
(etanol), seguido de diafanização em xilol, embebição e inclusão em parafina  
(Histosec-Merck). Secções de 5 μm de espessura foram obtidas usando um micrótomo 
(Leica RM 2245, Alemanha), e as lâminas foram coradas com hematoxilina e eosina (HE) e 
vermelho de picrosirius para posterior análise das alterações histológicas (Boer-Lima et al., 
1999, 2002). As lâminas foram examinadas em microscópio Leica DM 5000B e as imagens 
foram captadas, processadas e analisadas usando uma câmara CCD LEICA CTR 5000 e 
softwares de processamento e análises de imagem LEICA Q Win Plus v.3.2.0.  
Foi realizado uma análise histológica quantitativa no tecido muscular injetado 
com peçonha (75 μg) e nos injetados com peçonha (75 μg) + ZnDPBG (90 μmol/kg, i.p.) 
nos intervalos de 1, 3 e 6 h após o envenenamento. Para cada animal, foram analisadas duas 
lâminas (cortes não sucessivos) coradas com hematoxilina e eosina. Cada uma dessas 
lâminas continha três cortes consecutivos de tecido muscular, sendo analisados nove 
campos escolhidos aleatoriamente, totalizando dezoito campos na soma das duas lâminas. 
Nos cortes longitudinais, mediu-se a área de extensão de hemorragia comparada a área total 
de cada campo e o valor expresso em porcentagem. Já nos cortes transversais, contou-se o 
número de células lesadas em relação ao número total de células por campo, e o valor 
expresso em porcentagem.    
 
4.4- Tratamento com inibidor 
O envolvimento da HO nas alterações de permeabilidade vascular, hemorragia 
e mionecrose produzidas pela peçonha de B. jararacussu foi avaliado usando o inibidor 
não-seletivo para as isoformas da HO: zinco deuteroporfirina 2,4-bis-glicol (ZnDPBG)  
co-injetado com a peçonha (25, 50 ,100 e 200 nmol/sítio, nos experimentos de edema) ou 
administrado 30 min antes (45 ou 90 µmol/kg, i.p., nos experimentos de edema e 
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hemorragia) (Johnson et al., 1995). Na mionecrose, o ZnDPBG na dose de 90 µmol/kg, i.p. 
foi administrado 15 min após a injeção da peçonha. O ZnDPBG foi preparado em uma 
solução de 50 mmol de Na2CO3/L imediatamente antes de ser usado e protegido da luz, 
sendo administrado em um volume de 10 mL/kg, i.p. (Teran et al., 2004;  
Johnson et al., 2005). Este inibidor inibe a HO sem inibir a NO sintase  
(Appleton et al., 1999).   
Nos experimentos de edema e hemorragia, o envolvimento do NO também foi 
avaliado através da administração do Nω-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME), inibidor 
não-seletivo da NO sintase. Nos experimentos de edema, o L-NAME (50, 100, 200 e 300 
nmol/sítio) foi co-injetado com a peçonha e nos experimentos de hemorragia, administrado 
30 min antes na dose de  50 mg/kg, i.p.  
 
4.5- Análise estatística 
Os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média (EPM). As 
comparações estatísticas foram feitas usando a análise de variância (ANOVA) seguida do 
teste de Dunnett ou de Bonferroni, através do software Prism v. 4 (GraphPad Inc.,  
San Diego, CA, EUA). Um valor de p<0,05 foi considerado como significativo.  
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5.1- Permeabilidade vascular (edema) 
A Figura 1A mostra que a peçonha de B. jararacussu aumentou a 
permeabilidade vascular de forma dose-dependente. Baseado nestes resultados, a dose de  
1µg/sítio foi escolhida para subseqüentes experimentos por aumentar bem a permeabilidade 
vascular com hemorragia abaixo da DMH. 
O painel B da Figura 1 mostra que a co-injeção intradérmica (i.d.) do inibidor 
da HO, ZnDPBG (até 200 nmol/sítio), não alterou significativamente o aumento de 
permeabilidade causado pela peçonha. Porém, quando administrado pela via i.p., o inibidor 
(45 ou 90 μmol/kg) inibiu de forma dose-dependente (52% e 74%, respectivamente) o 
aumento da permeabilidade vascular (Fig. 1C). Note que neste caso, o próprio ZnDPBG, 
quando dado sozinho i.p., reduz a permeabilidade vascular, sugerindo um papel para HO no 
controle deste fenômeno (provavelmente através de vasoconstrição) em situações basais. 
Ao contrário do ZnDPBG, o inibidor da NOS, o L-NAME, inibiu significativamente 
(p<0,05) o aumento da permeabilidade vascular em 46,4±0,7%, 56±5,8%, 79,4±3,2% e 
73,4±3% (n=6 cada) quando co-injetado i.d. com a peçonha (1 µg/sítio) nas doses de 50, 
100, 200 e 300 nmol/sítio, respectivamente (Fig. 1D). [Considerando a resposta positiva 
obtida com a injeção i.d. do L-NAME, não foi avaliada a influência da administração i.p. 
deste inibidor sobre a permeabilidade vascular].   
Tendo em vista a capacidade do ZnDPBG e do L-NAME de inibir o aumento 
de permeabilidade vascular causado pela peçonha de B. jararacussu, investigamos o efeito 
da co-administração destes dois inibidores. A Figura 2A,B mostra que a inibição na 
presença do ZnDPBG (45 µmol/kg, i.p.) + L-NAME (100 nmol/sítio) e ZnDPBG  
(90 µmol/kg, i.p.) + L-NAME (100 nmol/sítio) foi  semelhante  àquela observada na 
presença do ZnDPBG sozinho em cada uma das doses (46,5% e 65,8%, respectivamente).  
Porém, quando a dose do L-NAME foi aumentada para 200 nmol/sítio na presença de 
ZnDPBG (45 μmol/kg, i.p.), houve inibição completa do aumento de permeabilidade  
(Fig. 2C). 
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5.2- Atividade hemorrágica 
A Figura 3A mostra a hemorragia frente a várias doses de peçonha. Baseado 
nesta curva dose-resposta, foi escolhido a dose de 3 e 10 µg/sítio para testes subseqüentes, 
pois estas concentrações de peçonha resultaram em um halo hemorrágico de 1 cm de 
diâmetro. As Figuras 3B e C mostram que o ZnDPBG na dose de 45 µmol/kg, i.p., não 
alterou a resposta hemorrágica à peçonha enquanto que com a dose maior (90 µmol/kg) 
aumentou significativamente a hemorragia observada. O tratamento com L-NAME 
intradermicamente (300 e 600 nmol/sítio) não alterou a resposta hemorrágica (Fig. 3D), ao 
contrário da administração i.p. (50 mg/kg) que potencializou esse fenômeno em ambas as 
doses da peçonha (3 e 10 µg/sítio) (Fig. 3E).  
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Figura 1- Efeito na permeabilidade vascular causado pela peçonha de  
B. jararacussu e a influência do ZnDPBG e do L-NAME. A. 
Permeabilidade vascular na presença de diferentes doses da peçonha. Em B, 
o ZnDPBG foi co-injetado i.d. com a peçonha, ao passo que em C, 
administrado i.p. 30 min antes. Os camundongos tratados com solução 
Tyrode ou peçonha i.d. receberam igual volume do veículo do inibidor. Em 
D, o L-NAME foi co-injetado i.d. com a peçonha. Em todos os painéis a 
linha tracejada representa a resposta com a solução Tyrode. A 
permeabilidade vascular foi avaliada 30 min após a administração da 
peçonha pela quantidade de 125I-albumina presente na pele comparada com 
a do plasma. As colunas representam a média ± EPM (n=6). *p<0,05 
comparados com a solução Tyrode em A e em B, C e D comparados com a 
peçonha sozinha (ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni). 
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Figura 2- Efeito na permeabilidade vascular causado pela peçonha (P) de B. jararacussu  
(1 µg/sítio) no co-tratamento com L-NAME e ZnDPBG (veículo: Na2CO3).  
A. Co-tratamento com L-NAME (100 nmol/sítio) + ZnDPBG (45 µmol/kg, i.p.). 
B. Co-tratamento com L-NAME (100 nmol/sítio) + ZnDPBG (90 µmol/kg, i.p.). 
C. Co-tratamento com L-NAME (200 nmol/sítio) + ZnDPBG (45 µmol/kg, i.p.). 
Em todos os painéis a permeabilidade vascular foi avaliada 30 min após a 
administração da peçonha pela quantidade de 125I-albumina presente na pele 
comparada com a do plasma. As colunas  representam a média ± EPM (n=6). 
*p<0,05 comparados com a peçonha sozinha (ANOVA seguido pelo teste de 
Bonferroni). 
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Figura 3- Atividade hemorrágica da peçonha de B. jararacussu e o efeito do ZnDPBG e do 
L- NAME. A. Curva dose-resposta da atividade hemorrágica da peçonha de  
B. jararacussu. Em B e C, o ZnDPBG (45 e 90 µmol/kg, i.p.) foi administrado 
30 min antes da peçonha. D. O L-NAME (300 e 600 nmol/sítio) foi co-injetado 
i.d. com a peçonha, ao passo que em E administrado i.p. 30 min antes  
(50 mg/kg). Em todos os painéis o halo hemorrágico foi determinado 2 h após a 
administração da peçonha. As colunas representam a média ± EPM (n=6). 
*p<0,05 comparado com a solução salina (0,9%) em A ou com a peçonha 
sozinha em B, C e E (ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni). 
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5.3- Mionecrose 
5.3.1- Atividade enzimática da HO 
A Figura 4 mostra a atividade enzimática da HO em músculo gastrocnêmio de 
camundongos em diferentes intervalos de tempo após injeção da peçonha nas doses de  
25 µg e 75 µg (As doses escolhidas da peçonha foram semelhantes a de  
Queiroz et al., 1984). 
Observe-se aumento da atividade da HO em dois momentos – um precoce  
(nas primeiras horas após o envenenamento – fase de lesão aguda) e um tardio (alguns dias 
após a injeção de peçonha, fase de regeneração muscular). A fase precoce foi mais 
marcante com a dose de 75 µg, porém com esta dose houve pouca fase tardia, ou 
possivelmente um retardamento no seu aparecimento (talvez devido à extensa lesão 
produzida na fase precoce). Não houve alteração significativa na atividade da HO no 
músculo contralateral com qualquer dose ou intervalo de tempo, o que sugere ausência de 
efeito sistêmico da peçonha sobre HO.   
 
5.3.2- Expressão gênica da HO-1 e HO-2 através do PCR em tempo real 
A Figura 5 mostra a expressão gênica da HO-1 e HO-2 em músculo 
gastrocnêmio de camundongos em diferentes intervalos de tempo (1, 3, 6, 12, 24 e 48 h) 
após injeção de 75 µg da peçonha de B. jararacussu. Nas primeiras horas após o 
envenenamento (3-12 h pós-peçonha) ocorreu aumento na expressão da HO-1 (isoforma 
induzível), com retorno ao normal nos intervalos de 24 h e 48 h. Já com a HO-2 (isoforma 
constitutiva) houve aumento significativo apenas em 24 h (com tendência para aumento em 
12 h). A expressão gênica em intervalos >48 h foi avaliada, mas por motivos desconhecidos 
não foram obtidos resultados fidedignos, devido à variação na expressão da β-actina e 
GAPDH (o RNA das amostras destes intervalos maiores foi preparado nas mesmas 
condições e concomitantemente com o dos intervalos de até 48 h).  
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Figura 4- Atividade da HO em músculo gastrocnêmio de camundongos injetados com  
25 μg (A) e 75 μg (B) de peçonha de B. jararacussu em diferentes intervalos de 
tempo. Em camundongos controles (coluna C), foi injetado PBS (50 mM pH 
7,4) sem peçonha. O músculo contralateral (não-injetado) também foi 
analisado. A atividade da HO foi avaliada pela formação de bilirrubina, como 
descrito em métodos. As colunas representam a média ± EPM (n=6). *p<0,05 
comparados com o grupo controle (ANOVA seguido pelo teste de Dunnett). 
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Figura 5- Expressão gênica da HO-1 (A) e HO-2 (B) em músculo gastrocnêmio de 
camundongos injetados com 75 μg da peçonha de B. jararacussu em diferentes 
intervalos de tempo. Em camundongos controles (coluna C) foi injetado PBS 
(50 mM pH 7,4) sem peçonha. A expressão gênica foi avaliada pelo método de 
PCR em tempo real e o resultado expresso em unidades arbitrárias de 
expressão. As colunas representam a média ± EPM (n=4). *p<0,05 comparados 
com o controle (ANOVA seguido pelo teste de Dunnett).    
 
5.3.3- Perfil de dano e regeneração muscular (histologia)  
As Figuras 6(A-S) mostram as alterações histológicas em diferentes estados 
patológicos e graus de regeneração que ocorreram no músculo gastrocnêmio após injeção 
da peçonha nas doses de 25 μg e 75 μg através da coloração hematoxilina-eosina.  
Os músculos controles (injetados com PBS 50 mM, pH 7,4) apresentaram um 
padrão histológico típico de músculo esquelético normal, ou seja, sem nenhum sinal de 
alteração nas fibras musculares. Os núcleos das fibras estavam localizados na periferia 
destas células (Fig. 6A,B,P,R).  
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No músculo injetado com peçonha, foi possível distinguir três fases de dano e 
regeneração. A fase 1 compreendeu os períodos 1, 3 e 6 h na dose de 25 µg (Fig. 6C,E) e 1, 
3, 6 e 12 h na dose de 75 µg (Fig. 6D,F) e foi caracterizada principalmente por hemorragia 
acentuada e mionecrose (lesões delta, hipercontração dos filamentos alternando com 
espaços celulares desprovidos de miofibrilas, fibras com vacúolos e sem núcleo) (para 
mionecrose vide Fig. 6C,D, E,F,Q). Algumas áreas apresentaram infiltrados inflamatórios 
localizados. 
A fase 2 incluiu os períodos 12, 24, 48 e 72 h na dose de 25 μg (Fig. 6G,I) e 24, 
48 e 72 h na dose de 75 µg (Fig. 6H,J) e foi caracterizada principalmente pela presença de 
infiltrados inflamatórios e miotubos. Devido à grande quantidade de núcleo dessas células, 
o tecido muscular adquiriu aspecto basófilo (principalmente em 72 h) (Fig. 6I,J). Havia 
ainda a presença de hemorragia e de lesões mionecróticas. 
A fase 3 compreendeu os períodos 7, 14, 21 e 28 dias nas doses de 25 µg e  
75 µg (Fig. 6L,N para 25 µg e Fig. 6M,O para 75 µg) e foi caracterizada principalmente por 
células regenerativas (núcleo localizado centralmente) (Fig. 6S). A primeira semana  
(7 dias) desta fase continuou marcada pela presença de infiltrado celular e porções 
localizadas de células de regeneração (Fig. 6L,M). Nas outras semanas (14, 21 e 28 dias), 
predominaram principalmente as células regenerativas (Fig. 6N,O).  
A coloração com vermelho de picrosirius foi usada para avaliar a presença de 
colágeno no músculo injetado com peçonha (foram avaliadas apenas as alterações causadas 
pela dose de 75 µg). No músculo controle, o colágeno apresentou-se de forma espessa e 
contínua, frequentemente localizado no epimísio e perimísio (Fig. 7A,B). Nas primeiras 
horas após o envenenamento a estrutura do colágeno foi semelhante à do controle (1 e 3 h), 
parecendo afinar-se em algumas porções a partir de 6 h (Fig. 7C,D). O intervalo de  
24 a 72 h foi marcado pela presença de infiltrado inflamatório juntamente a alguns 
depósitos de colágeno (especialmente em 72 h) (Fig. 8A,B). A partir do sétimo dia foi 
possível observar a presença de células regenerativas circundadas por colágeno, sendo mais 
acentuada em 28 dias (Fig. 7E,F e Fig. 8C,D). 
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tado com PBS 50 mM,      Figura 6- Aspecto histológico de secção transversal de músculo controle (normal) inje pH 7,4. 
Coloração: Hematoxilina-eosina.  
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Figura 6- Aspecto histológico de secção de músculo na fase 1 após injeção de peçonha de 
doses de 25 µg  (C,E) e 75 µg (D,F). Setas – hemorragia,m – mionecrose
períodos de 1, 3 e 6 h (25 µg) e 1, 3, 6 e 12 h (75 µg). Coloração: Hematoxilin
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Figura 6- Aspecto histológico de secção de músculo na fase 2 após injeção de peçonha de 
nas doses de 25 µg (G,I) e 75 µg (H,J). Seta preta – infiltrado inflamatório, seta ve
miotubos. Fase 2 compreende períodos de 12, 24, 48 e 72 h (25 µg) e 24, 48 e 72 h (75 µg). 
Coloração: Hematoxilina-eosina.  
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Figura 6- Aspecto histológico de secção de músculo na fase 3 após injeção de peçonha de 
doses de 25 µg (L,N) e 75 µg (M,O). Setas – infiltrado inflamatório, r
(núcleos centralizados). Fase 3 compreende períodos de 7, 14, 21 e 28 dias
Coloração: Hematoxilina-eosina.  
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Figura 6- Aspecto histológico de secção músculo controle (P e R) e injetado com peçonha de B. 
jararacussu (75 µg) (Q e S).  
Note lesões delta (representada por D), infiltrado celular (representado por seta preta), 
hemorragia (representado  por seta vermelha) e células regenerativas (representada por r).  
Coloração: Hematoxilina-eosina. 
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Figura 8- Detecção de colágeno em músculo gastrocnêmio injetado com peçonha de B. jararacussu (75 µg). 
A e B: ocorrência    concomitante do colágeno com o infiltrado   inflamatório no período de 24 a 
72 h (representado por seta). C e D: presença de colágeno (c) ao redor das células regenerativas 
(r) a partir do sétimo dia. Luz normal em todos os painéis. Coloração: Vermelho de picrosirius. 
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5.4- Efeito do tratamento com o inibidor ZnDPBG sobre a mionecrose 
5.4.1- Atividade da HO 
A Figura 9 mostra que o tratamento com ZnDPBG (90 μmol/kg, i.p.) reduziu o 
aumento da atividade da HO causada pela peçonha (75 µg) nos intervalos de 1 h e 3 h 
(40±8% e 41±12%, respectivamente); não houve inibição em intervalos ≥ 6 h. 
 
5.4.2- Atividade da creatinoquinase (CK) 
A Figura 10A mostra a cinética da CK em camundongos injetados com 25 µg e 
75 µg de peçonha de B. jararacussu no músculo gastrocnêmio em diferentes intervalos de 
tempo. Níveis elevados de CK foram observados entre 1 h e 6 h após o envenenamento, 
com o pico em 3 h, sendo as alterações mais marcantes na dose de 75 µg. A Fig. 10B 
mostra o efeito do ZnDPBG (90 µmol/kg, i.p.), administrado 15 min após a injeção de  
75 µg da peçonha, reduzindo os níveis de CK nos intervalos de 1 e 3 h.   
 
5.4.3- Análise histológica do dano muscular após tratamento com ZnDPBG 
As Figuras 11A e 12D mostram que o tratamento com ZnDPBG reduziu o grau 
de mionecrose causado pela peçonha, principalmente na primeira hora após o 
envenenamento (38±11%), seguido por um retorno a níveis normais de dano durante as 
horas seguintes. Já as Figuras 11B e 12B mostram que o tratamento com ZnDPBG 
potencializou a hemorragia na primeira hora após o envenenamento, sem afetar essa 
resposta nos outros intervalos examinados. 
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Figura 9- Efeito do ZnDPBG (90 μmol/kg, i.p.) sobre a atividade enzimática da HO em 
músculo gastrocnêmio de camundongos injetados com 75 μg da peçonha de  
B. jararacussu nos intervalos de 1, 3, 6, 12 e 24 h. No grupo controle (coluna C) 
foi injetado PBS (50 mM pH 7,4) e o veículo (Na2CO3 50 mmol/L, i.p.) ao invés 
de peçonha. A atividade da HO foi avaliada pela formação de bilirrubina como 
descrito em métodos. As colunas representam a média ± EPM (n=6). *p<0,05 
comparados com o grupo controle (ANOVA seguido pelo teste de Dunnett), e 
#p<0,05 comparados com a peçonha (75 μg) + veículo (50 mmol/L Na2CO3, i.p.) 
(ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni). 
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Figura 10- A. Níveis de CK plasmático em camundongos injetados com 25 μg e 75 μg da 
peçonha de B. jararacussu no músculo gastrocnêmio em diferentes intervalos 
de tempo. B. Níveis de CK plasmático em camundongos injetados com 75 μg 
da peçonha e ZnDPBG (90 μmol/kg, i.p.) em 1, 3, 6, 12 e 24 h. Em A e B, a 
atividade de CK foi representada por unidades de CK por litro (U/L). Os pontos 
representam a média ± EPM (n=6). *p<0,05 comparados com o controle (C) 
injetado apenas com PBS (50 mM pH 7,4) (A) e com a peçonha  
(75 μg) + veículo (50 mmol/L Na2CO3, i.p.) (B) (ANOVA seguido pelo teste de 
Dunnett - A, e ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni - B).   
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Figura 11- Análise histológica da mionecrose (A) e hemorragia (B) em músculo 
gasctrocnêmio injetado com 75 μg da peçonha de B. jararacussu na ausência 
e presença de ZnDPBG (90 μmol/kg, i.p.) em 1, 3 e 6 h. Em A, contou-se o 
número de células lesadas em relação ao número total de células por campo, e 
o valor expresso em porcentagem ao passo que em B, mediu-se a área de 
extensão de hemorragia comparada a área total de cada campo e o valor 
expresso em porcentagem. As colunas representam a média ± EPM (n=6). 
*p<0,05 comparado com o grupo controle (C, injetado apenas com PBS 50 
mM pH 7,4 e veículo - Na2CO3 50 mmol/L, i.p.); #p<0,05 comparado com a 
peçonha (75 µg) + veículo (50 mmol/L Na2CO3, i.p.) (ANOVA seguido pelo 
teste de Dunnett ou Bonferroni).  
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     Figura 12- Aspecto histológico de secção de músculo gastrocnêmio injetado com peçonha (75 μg) + 
inibidor da HO (B, D) e apenas injetado com peçonha (75 µg) + veículo (Na2CO3 50 mmol/L) 
(A,C). As setas representam hemorragia e m mionecrose. Coloração: Hematoxilina-eosina.  
                    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
6- DISCUSSÃO 
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O envenenamento por serpentes do gênero Bothrops causa alterações locais 
como dor, edema, hemorragia e necrose (Gutiérrez e Lomonte, 2003; Teixeira et al., 2003). 
Conforme demonstrado aqui, a peçonha de B. jararacussu causou edema, hemorragia e 
necrose em camundongos.  
O edema ou aumento de permeabilidade vascular causado por peçonhas 
botrópicas é multifatorial, podendo envolver uma variedade de mediadores, tais como 
aminas, cininas, metabólitos do ácido araquidônico, citocinas, NO e outros  
(Teixeira et al., 2003). Enquanto o papel do NO neste fenômeno é bem reconhecido, pouco 
se sabe do possível envolvimento do CO em alterações de permeabilidade causadas por 
peçonhas. Conforme demonstrado aqui, a administração i.p. do ZnDPBG reduziu 
significativamente e de forma dose dependente o aumento na permeabilidade vascular 
causado pela peçonha de B. jararacussu. Este achado sugere um papel importante para a 
HO e CO nesta resposta local. A redução na permeabilidade vascular vista aqui poderia 
estar relacionado à ação vasoconstritora local desse inibidor, uma vez que a dose de  
45 µmol/kg eleva a pressão arterial em ratos (Jonhson et al., 2005). Esta ação na 
vasculatura pode ser facilitada pela rápida distribuição da droga in vivo após administração 
i.p. (Teran et al., 2004).  A ausência de efeito quando o inibidor foi administrado i.d.  
(co-injetado com peçonha) pode estar relacionada eventualmente a problemas 
farmacocinéticos associados a esta via de administração. De fato, nos trabalhos consultados 
sobre o uso deste inibidor, a principal via de administração é a i.p. (Jonhson et al., 1995; 
Teran et al., 2004; Jonhson et al., 2005). 
O NO está envolvido em efeitos vasculares de peçonhas botrópicas, 
especialmente na microcirculação, onde é produzido por células endoteliais dos vasos da 
derme (Cals-Griersone e Ormerod, 2004), e também por células inflamatórias na região da 
lesão (Zamunér et al., 2001).  Assim, Barbosa et al. (2003) e Chaves et al. (2006) relataram 
que o tratamento com L-NAME reduziu o edema de pata induzido pelas peçonhas de 
Bothrops insularis e Bothrops asper, respectivamente. Em acordo com estes estudos 
anteriores, demonstramos aqui que o NO (50, 100, 200 e 300 nmol/sítio, i.d.) também 
inibiu o aumento na permeabilidade vascular induzido pela peçonha de B. jararacussu.    
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A observação de que tanto o ZnDPBG quanto o L-NAME inibiram o aumento 
de permeabilidade vascular levou-nos a avaliar o efeito conjunto destes dois inibidores. A 
inibição vista com L-NAME (100 nmol/sítio) na presença de ZnDPBG (45 ou 90 µmol/kg, 
i.p.) foi semelhante àquela vista com o ZnDPBG sozinho, indicando ausência de um efeito 
aditivo ou sinérgico entre as duas substâncias. Esta observação também sugere que há 
possivelmente uma interação entre as vias de NO e CO na modulação da permeabilidade 
vascular, com uma regulando a outra de alguma maneira.  Esta conclusão é apoiada pela 
observação de que a inibição foi completa quando a dose de L-NAME foi aumentada para 
200 nmol/sítio na presença de ZnDPBG (45 μmol/kg) [ao contrário do que foi visto com o 
dobro da dose de ZnDPBG (90 mmol/kg) na presença de L-NAME (100 nmol/sítio)], o que 
sugere que o NO seja o mediador primário que modula a atividade da HO. De fato, há 
evidências na literatura demonstrando uma interação entre NO e HO, com o NO podendo 
ativar esta enzima e modular a expressão gênica da mesma (Motterlini et al., 1996;  
Durante et al., 1997; Bouton et al., 2000; Liu et al., 2007). Neste sentido, uma investigação 
anterior com L-NAME e outro inibidor da heme oxigenase, o crômio-mesoporfirina 
(CrMP), mostrou que o L-NAME potencializou o efeito vasoconstritor do inibidor da HO 
(Johnson et al., 2002), sugerindo que o NO modula a ação do CO. 
Quanto aos efeitos da hemorragia na pele, os resultados indicam que o 
ZnDPBG na dose de 90 μmol/kg i.p. em ambas as doses de peçonha potencializou a 
resposta hemorrágica. Os dados que temos no momento não permitem uma conclusão 
concreta sobre o mecanismo envolvido, ou seja, se o efeito observado está relacionado à 
inibição da HO ou apenas a um efeito inespecífico desse inibidor. O L-NAME co-injetado 
i.d. na pele não alterou a resposta hemorrágica, ao contrário da administração i.p., que na 
dose de 50 mg/kg potencializou esse fenômeno. Chaves et al. (2006) observou que o  
L-NAME nessa mesma concentração (50 mg/kg, i.p.) aumentou a hemorragia na pele 
induzida pela peçonha de B. asper, talvez porque o aumento da pressão arterial causado 
pela inibição da NOS levou ao rompimento da integridade da parede vascular após 
degradação dos componentes da membrana basal por enzimas presentes na peçonha.  
 
 
Discussão 
71
As alterações histológicas observadas no presente estudo, tanto em relação à 
dose de peçonha quanto ao tempo, foram semelhantes àquelas já descritas por outros 
autores (Queiróz et al., 1984; Gutiérrez et al., 1991; Gutiérrez e Lomonte, 2003), sendo 
assim, a análise histológica qualitativa mostrou que a hemorragia e a necrose são os eventos 
iniciais após a injeção da peçonha (Fase 1). A hemorragia nas primeiras horas foi acentuada 
(1, 3 e 6 h), diminuindo gradativamente em intervalos posteriores, e refletiu a capacidade 
desta peçonha em causar extenso dano na microvasculatura local (Queiróz et al., 1984; 
Gutiérrez et al., 1991; Santo Neto et al., 2004; Santo Neto e Marques, 2005). As primeiras 
alterações observadas como indícios da mionecrose foram as lesões delta (espaços 
triangulares nas fibras transversais, com a base do triângulo na membrana plasmática) 
seguida de hipercontração dos filamentos (talvez em decorrência do rápido e incontrolado 
influxo de cálcio) (Ownby e Colberg, 1988; Gutiérrez et al., 1991).  
No presente trabalho, a Fase 2 foi marcada  por uma reação inflamatória intensa 
(a partir de 12 h na dose de 25 µg e a partir de 24 h na dose de 75 µg), sendo de suma 
importância para a retirada do material necrosado (Gutiérrez et al., 1991). Diversos autores 
destacam a presença de leucócitos polimorfonucleados (principalmente neutrófilos) e 
posteriormente de macrófagos (Gutiérrez et al., 1984a,b; Gutiérrez et al., 1990). Os 
miotubos encontrados nessa fase possuem a função de promover a miogênese e auxiliar na 
regeneração muscular (Godinho, 2006). A partir do sétimo dia (Fase 3), em ambas as doses, 
foi possível observar a presença de células com o núcleo localizado centralmente, aspecto 
típico de células regenerativas. Todas as alterações observadas nesse estudo (Fase1, 2 e 3) 
foram mais marcantes com a dose de 75 µg da peçonha. A regeneração muscular é 
dependente da dose e da presença ou não de toxinas hemorrágicas (Queiroz et al., 1984). 
Uma regeneração inadequada após o dano causado pela peçonha de B. jararacussu pode ser 
explicada pela diminuição no número de células satélites devido à isquemia, ocorrendo 
então uma regeneração parcial em doses mais elevadas da peçonha  
(Queiroz et al., 1984, 2002). 
A coloração com vermelho de picrosirius foi utilizada nesse estudo para avaliar 
a presença de colágeno nos músculos tratados com 75 µg da peçonha de B. jararacussu. A 
análise histológica qualitativa revelou alterações mais acentuadas no tecido muscular a 
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partir de 24 h, pela presença de infiltrado inflamatório concomitantemente a algumas 
porções de colágeno. Possivelmente, dentre as células inflamatórias havia a presença de 
fibroblastos que são responsáveis pela biossíntese de colágeno (Gutiérrez et al., 1984b; 
Gutiérrez et al., 1986; Teibler et al., 2001). A partir do sétimo dia houve um aumento de 
colágeno no espaço intersticial e ao redor das células regenerativas; essa deposição de 
colágeno pode estar associada à regeneração inadequada ocasionada pela peçonha de  
B. jararacussu (Queiroz et al., 1984).    
O aumento nos níveis circulantes de CK seguido pelo seu retorno ao normal foi 
semelhante ao perfil observado para outras peçonhas botrópicas (Gutiérrez et al., 1991; 
Gutiérrez et al., 1995; Costa et al., 1999; Elias et al., 2002) e indicou claramente a 
ocorrência de lesão muscular uma vez que esta enzima é usada como marcador deste dano. 
A CK é abundante no citosol de fibras musculares esqueléticas e é liberada após dano à 
membrana plasmática das células musculares (Gutiérrez et al., 1991).   
O tratamento dos músculos com ambas as doses da peçonha de B. jararacussu 
resultou em duas fases de aumento na atividade da HO (associada à lesão aguda e a 
regeneração tardia), sendo mais acentuada na dose maior. O mecanismo envolvido neste 
aumento de atividade ainda não foi esclarecido, mas poderia em parte estar relacionado à 
maior formação de NO, levando à uma elevação da atividade e/ou expressão da HO  
(de modo semelhante ao processo sugerido acima para a permeabilidade vascular) ou 
poderia estar associada à acentuada hemorragia e o aumento da quantidade de hemoglobina 
proveniente da hemorragia. Neste contexto, a liberação do grupamento heme presente na 
hemoglobina poderia criar um meio oxidativo, que  influencia na expressão de inúmeros 
genes (Jazwa et al., 2005). De fato, é conhecida a ativação da HO, especialmente a HO-1, 
pelo heme que se encontra livre e representa o primeiro mecanismo de defesa contra 
estresse oxidativo (Wagener et al., 2003; Pae et al., 2008). Quando a hemoglobina no 
músculo é quantificada como um índice de extensão da hemorragia, um aumento desta 
hemoglobina já ocorre nos primeiros 30 min após envenenamento (Gutiérrez et al., 1995, 
2005; Rucavado et al., 1995).      
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Conforme demonstrado aqui, no período da regeneração muscular houve 
aumento na atividade da HO em ambas as doses, sendo que na dose menor essa elevação 
ocorreu a partir do 7º dia se estendendo até ao 28º dia; no entanto, na dose maior (75 µg), 
esse aumento ocorreu apenas em 28 dias, talvez devido à maior extensão do dano vascular 
causado por esta peçonha, prejudicando ainda mais o processo de regeneração. A atividade 
aumentada da HO provavelmente resultou na formação do CO, que pode exercer um efeito 
citoprotetor em situações de isquemia prolongada (Kubulus et al., 2004) e pode ativar a 
expressão do fator de crescimento derivado do endotélio (VEGF), que estimula a 
angiogênese (Dulak e Józkowicz, 2003; Abraham e Kappas, 2008). Acredita-se que um 
atraso da angiogênese possa prejudicar a regeneração do músculo esquelético  
(Ochoa et al., 2007). O mecanismo pelo qual ocorre a regulação dos níveis do VEGF e da 
angiogênese durante a regeneração do músculo esquelético ainda não foi esclarecido. Por 
outro lado, o aumento da atividade da HO no período de regeneração pode estar associado à 
ativação das células satélites, uma vez que a HO-2 está presente em células satélites de 
fibras musculares do músculo esquelético (Baum et al., 2000). 
A análise da expressão gênica da HO-1 e HO-2 por PCR em tempo real revelou 
um aumento significativo na expressão gênica da HO-1 nas primeiras 12 h após o 
envenenamento, enquanto houve pouca alteração nos níveis de HO-2 durante as primeiras 
48 h (inconsistente, com níveis significativamente elevados apenas em 24 h). A HO-1 é 
considerada uma isoforma induzida por uma grande variedade de estímulos como estresse 
oxidativo, hipóxia, óxido nítrico (NO) e o próprio substrato heme (Shibahara, 1988;  
Ryter et al., 2006; Li et al., 2007). Uma produção maior destes mediadores durante as 
primeiras horas do envenenamento poderia explicar o aumento na expressão desta 
isoforma. Por outro lado, houve pouca alteração na expressão da HO-2, considerada uma 
isoforma constitutiva (Ryter et al., 2006; Scott et al., 2007), o que provavelmente reflete 
seu papel na homeostase normal, em vez de participação em respostas à injúria e dano 
tecidual.   
Estes resultados sugerem que a HO-1 é a principal isoforma responsável pelo 
aumento na atividade enzimática vista após o envenenamento. Entretanto, houve certa 
defasagem entre o perfil da atividade enzimática e o da expressão gênica, com o aumento 
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da atividade ocorrendo primeiro (antecedendo a expressão gênica). Este achado sugere que 
o aumento inicial de atividade enzimática independe de um aumento na expressão gênica, e 
aponta para uma ação (direta ou indireta) da peçonha sobre a atividade enzimática, talvez 
através da ação do NO ou outros mediadores mencionados acima. Este é um aspecto que 
merece uma investigação mais detalhada.  
Em camundongos injetados com 75 μg de peçonha o tratamento com ZnDPBG 
resultou em uma inibição parcial na atividade da HO em 1 e 3 h, com desaparecimento da 
inibição em 6 h, possivelmente devido a características farmacocinéticas desse inibidor. 
Tendo em vista a inibição parcial da atividade da HO pelo ZnDPBG, foi realizada uma 
análise histológica quantitativa (morfometria) para avaliar os possíveis efeitos desse 
inibidor sobre a mionecrose. O tratamento com o ZnDPBG aumentou a hemorragia no 
tecido muscular 1 h após o envenenamento (efeito semelhante a hemorragia observada na 
pele), mas não mostrou efeito em intervalos posteriores.  
O tratamento com ZnDPBG reduziu os níveis plasmáticos de CK nos intervalos 
de 1 e 3 h, indicando uma redução da lesão muscular, já que a CK é uma enzima que 
caracteriza a lesão muscular do ponto de vista bioquímico (Gutiérrez et al., 1991).  Essa 
conclusão foi apoiada pela análise histológica quantitativa (morfometria) que identificou 
uma diminuição no número de células lesadas nas primeiras três horas após o 
envenenamento. Esse fenômeno sugere que a inibição da HO pode trazer efeitos 
parcialmente benéficos ao tecido muscular, possivelmente correlacionado a alguns fatores 
como uma redução na permeabilidade vascular do tecido muscular na presença desse 
inibidor. Uma outra hipótese é que os níveis aumentados da HO na ausência do inibidor 
podem estar associados ao aumento do NO (como já explicado anteriormente). De acordo 
com os estudos de Chaves et al. (2006), realizados com a peçonha de B. asper em músculo 
gastrocnêmio de camundongos, houve uma elevação na quantidade de NO 1, 3, 6, 12 e 24 h 
após a administração da peçonha. Embora o mecanismo pelo qual a peçonha botrópica 
induz a produção de NO ainda não está bem esclarecido, é provável que envolva o sistema 
cininas-calicreínas bem como um dano tecidual direto na parede vascular (endotélio e 
músculo liso vascular) (Petricevich, 2000). Segundo a literatura, a combinação de 
concentrações elevadas de CO e NO podem ocasionar disfunções mitocondriais, levando à 
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formação de espécies reativas de oxigênio e consequentemente à peroxidação lipídica 
(Dulak e Józkowicz, 2003; Abraham e Kappas, 2008). Além disso, na fase de lesão aguda 
pode haver uma quantidade elevada de hemoglobina (como já explicado anteriormente), e, 
visto que o CO tem uma maior afinidade pela hemoglobina do que o oxigênio pode ocorrer 
a formação de um complexo (carboxihemoglobina), reduzindo o transporte de O2 para os 
tecidos, resultando assim em hipóxia ou anóxia (Kourembanas, 2002; Scott et al., 2007; 
Piantadosi et al., 2008). Um aumento da atividade da HO também pode ocasionar um 
acúmulo de ferro, e este metal, na sua forma livre, é considerado altamente tóxico, podendo 
levar à formação de espécies reativas de oxigênio, resultando em danos a vários 
componentes celulares (Abraham e Kappas, 2008). Independente dos possíveis mecanismos 
envolvidos no dano mediado pela heme-oxigenase, os resultados apresentados aqui 
demonstram que a inibição desta enzima pode proporcionar alguma proteção contra o 
edema e a mionecrose. Esses achados abrem uma nova perspectiva de estudo sobre o papel 
da HO e do CO no dano local causado por peçonhas botrópicas, com possíveis aplicações 
terapêuticas.  
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Os resultados obtidos nesse estudo indicam uma participação da HO no 
aumento de permeabilidade vascular, hemorragia e mionecrose causadas pela peçonha de 
B. jararacussu, e mostram que a inibição desta enzima com o ZnDPBG pode trazer efeitos 
benéficos e atenuar o edema e a mionecrose após o envenenamento botrópico. 
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